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Dr Adriana Litwinczuk-Mammadova ukonczyla studia magisterskie w 2010 roku
na kierunku Informatyka Chemiczna na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Stopien doktora nauk chemicznych uzyskala w roku 2016 po publicznej
obronie rozprawy doktorskiej pt. ,Chemometrycznie wspomagana analiza oddzia-
tywania a-laktoalbuminy z modelowg btong lipidows”. Jej zainteresowania naukowe
obejmujg oddzialywania w ukladzie biatkowo-lipidowym, przejscia fazowe dwu-
warstw lipidowych, posrednie stany konformacyjne bialek i aplikacje metod che-
mometrycznych do analizy danych spektralnych.

Dr Katarzyna Cieslik-Boczula w roku 2002 ukonczyla studia na Wydziale Bio-
technologii Uniwersytetu Wroclawskiego. Praca magisterska dotyczyla fizyko-
-chemicznych badan cieni erytrocytéw modyfikowanych zwigzkami chemicznymi
o aktywnosci biologicznej. Prace doktorska pt. ,Wlasciwosci fotofizyczne i funkcje
biologiczne pochodnych fenoli.” obronita z wyréznieniem w 2007 roku pod kierun-
kiem prof. dr hab. Aleksandra Kolla na Wydziale Chemii Uniwersytetu Wroctaw-
skiego. Aktualnie realizowane kierunki prac badawczych dotycza badan struktury
i wlasciwosci fizykochemicznych bton lipidowych i ukladéw biatkowych meto-
dami FTIR, FTIR-ATR, VCD, TEM, DSC i spektroskopii fluorescencyjnej. Jej zain-
teresowania obejmuja procesy fibrylogenezy i sposobow jej modyfikacji oraz blo-
nowo -zalezne mechanizmy chemoprewencyjnej aktywnos$ci zwigzkéw z rodziny
fenotiazyn.

Prof. dr hab. Maria Rospenk absolwentka chemii Wydzialu Matematyki, Fizyki
i Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego (1969). Stopienn naukowy doktora nauk
chemicznych uzyskata na Uniwersytecie Wroctawskim w 1977 roku na podstawie
rozprawy ,Badania wigzania wodorowego w kompleksach zasad tlenowych z HCI
i HBr oraz ich deuterowanymi analogami” wykonanej pod kierunkiem prof. Lucjana
Sobczyka. Habilitowala si¢ w zakresie chemii fizycznej i teoretycznej w 1992 ., tytul
rozprawy ,Rownowaga przeniesienia protonu w wewnatrzczasteczkowym wigza-
niu wodorowym w zasadach Mannicha” W 2004 r. otrzymata tytul naukowy Profe-
sora, nadany przez Prezydenta RP. Jej zainteresowania naukowe obejmujg badania
nad stanem wewnatrz— i miedzyczasteczkowego wigzania wodorowego oraz jego
wplywu na wlasciwosci fizykochemiczne réznorodnych uktadéw.
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ABSTRACT

Lipid-protein systems paly curtail roles in living systems [49]. Hence, a deter-
mination of their structure at different levels of organization is still one of the most
important tasks in many research projects. A study of lipid-protein systems is based
on many physicochemical techniques, such as spectroscopy of FTIR, Raman, fluo-
rescence, NMR, EPR, as well as DLS, DSC and TEM methods. In the presented
paper tow of the most frequently used methods, that is FTIR and fluorescence
spectroscopy, will be discussed in details. They are characterized by a relatively low
cost of sample preparation, a short measuring time, and they give a huge number
of structural and physicochemical information about lipid-protein systems. In the
FTIR-ATR spectroscopy many of vibrational bands are commonly used as very pre-
cise vibrational indicators of structural changes in lipids and proteins (Fig. 1) [1-6].
They allows to characterize lipid and protein components separately in mixed sys-
tems. Additionally, structural changes in lipid membranes can be monitored in one
FTIR-ATR experiment simultaneously in a region of hydrophilic lipid head-groups
(Fig. 5) [17, 18], in a hydrophobic part composed of hydrocarbon lipid chains (see
Figures 2 and 3) [7-9], and in a lipid membrane interface represented by ester lipid
groups (Fig. 4) [4, 6, 11, 12]. A secondary structure of proteins and peptides in diffe-
rent experimental conditions can be defined in the FTIR-ATR spectroscopy on the
base of amide I bands (Fig. 6 and Tabs 1, 2 and 3) [20-22]. A fluorescence spectro-
scopy is a complementary methods to FTIR spectroscopy in a study of lipid-protein
systems. It competes information about time-dependent and very fast (in a scale
of femtoseconds) structural processes in both lipids [41-45] and proteins [23, 27,
48]. The folding, denaturation, and aggregation of proteins and lipid membranes
accompanied by changes in an order, packing and hydration of the system under
study [23, 27, 41-45, 48].

Keywords: FTIR-ATR spectroscopy, fluorescence spectroscopy, anisotropy, REES
effect, fluorescence quenching, fluorescent probes, protein, lipid

Stowa kluczowe: spektroskopia FTIR-ATR, spektroskopia fluorescencyjna, anizo-
tropia, efekt REES, wygaszanie fluorescencji, model stanéw dyskretnych Trp, sondy
fluorescencyjne, biatko, lipid
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

a-laktoalbumina (ang. a-lactalbumin)

anizotropia fluorescencji

technika ostabionego catkowitego odbicia (ang. atte-
nuated total reflectance, ATR)
dipalmitoilofosfatydylocholina (ang. dipalmitoilpho-
sphatidylcholine)

szybka transformata Fouriera (ang. fast Fourier trans-
form)

Fourierowska spektroskopia ostabionego catkowi-
tego odbicia w podczerwieni (ang. Fourier transform
infrared attenuated total reflectance)

fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii
(ang. fluorescence resonance energy transfer), homo
FRET - efekt wystepujacy migdzy flouroforami jed-
nego rodzaju

heksagonalna symetria upakowania (ang. hexagonal
packing)

podczerwien (ang. infrared)

lamelarna faza ciektokrystaliczna (ang. lamellar liquid
crystalline)

lamelarna faza zelowa (ang. lamellar gel phase)
ortorombowa symetria upakowania (ang. orthorhom-
bic packing)

efekt czerwonego przesunigcia fal wzbudzenia (ang.
red edge excitation shift)

rezonans Fermiego

transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. trans-
mission electron microscopy), cryo-TEM — niskotem-
peraturowa odmiana TEM,

temperatura gtdownego przejscia fazowego (ang. main
phase transition temperature)
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WPROWADZENIE

Uklady biatkowo-lipidowe stanowig podstawowe skladniki budulcowe kaz-
dej blony biologicznej. Dzigki duzej réznorodnosci w skladzie chemicznym blon
biologicznych, moga one pelni¢ wiele zasadniczych funkcji biologicznych, np.
uczestnictwo w separacji komorek i organelli wewnatrzkomoérkowych, komunika-
cji biologicznej poprzez m.in. kontrole nad transportem energii i enzymow miedzy
oddzielonymi obszarami komorek, oraz wspotudzial w wielu szlakach metabolicz-
nych [49]. Ze wzgledu na zasadniczg role w funkcjonowaniu zywych organizmoéw,
systemy biatkowo-lipidowe staly sie przedmiotem szerokich badan, w ktérych zaan-
gazowano roznorodne metody fizykochemiczne, np. spektroskopie FTIR, Ramana,
fluorescencyjng, NMR, EPR czy technike DLS, DSC i transmisyjng mikroskopie
elektronowg (TEM). W ramach niniejszej pracy zostang szczegélowo omodwione
dwie z wyzej wymienionych metod pomiarowych, tj. spektroskopia FTIR oraz flu-
orescencyjna. Metody te ze wzgledu na relatywnie niski koszt przygotowania prébek,
krotki czas pomiarowy a z drugiej strony bogactwo uzyskanych informacji o bada-
nym ukladzie sg szczegdlnie czesto stosowane do badan nad uktadami biatkowo-
-lipidowymi. Zaletg spektroskopii FTIR jest mozliwo$¢ uzyskania na podstawie
analizy otrzymanych widm szczegélowych informacji strukturalnych o badanym
ukladzie. Wystepowanie szeregu pasm FTIR bedacych swoistymi markerami roz-
nych zmian strukturalnych pozwala na jednoczesny opis stanéw konformacyjnych,
odziatywan wewnatrz- i miedzyczasteczkowych w skali nie tylko calego uktadu ale
réwniez w odniesieniu do poszczegélnych jego czgsci. Komplementarng metoda jest
spektroskopia fluorescencyjna, ktéra pozwala uzupelni¢ informacje strukturalne,
otrzymane na podstawie widm FTIR, o czasowo-zalezng charakterystyke bardzo
szybkich procesdw, tzn. zachodzacych np. w skali femtosekundowych. Procesy fol-
dingu i agregacyjne bialek wynikajgce ze zmiany w uporzadkowaniu, upakowaniu i
uwodnieniu ukladu mogg by¢ z powodzeniem sledzone z wykorzystaniem spektro-
skopii fluorescencyjne;j.

1. SPEKTROSKOPIA FTIR-ATR

Fourierowska spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
(ang. Fourier transform infrared attenuated total reflectance, FTIR-ATR) jest jedna
z powszechnie stosowanych technik do badan ukfadéw biologicznych, poczawszy
od peptydow zawierajacych jedynie kilka reszt aminokwasowych w czasteczce po
wyizolowane enzymy a nawet kompleksy peptyd-biatko i biatko-btona lipidowa
o duzych masach czgsteczkowych. Metoda ta dostarcza informacji o strukturze
i oddzialywaniach miedzyczasteczkowych jak rowniez ujawnia zmiany strukturalne
wywolane zewnetrznym zaburzeniem (np. temperatura lub pH) [1, 2]. Zastoso-
wanie w spektroskopii FTIR procedury szybkiej transformaty Fouriera (ang. fast
Fourier transform, FFT) umozliwia gromadzenie znacznej liczby interferogramow
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i zwigkszenie stosunku sygnalu do szumu (S/N), co sprawia, ze zarejestrowane
widma odznaczaja si¢ zadawalajacg rozdzielczoscig [1] i moga by¢ z powodzeniem
stosowane przy badaniu ukladéw biologicznych w srodowisku wodnym.

Spektroskopia FTIR w polaczeniu z technika ostabionego calkowitego odbicia
(ang. attenuated total reflectance, ATR) umozliwia rejestracje widm substancji nie-
transparentnych, probek o niskim stezeniu (< 0,3 mg/mL), zaréwno w rozpuszczal-
niku wodnym jak i organicznym, w zawiesinie, czy tez w srodowisku blony lipidowej
[1-6]. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, Zze metoda FTIR-ATR dostarcza informacji
o waskiej warstwie probki stycznej do powierzchni krysztalu [5].

1.1. DRGANIA FOSFOLIPIDOW

Wynikiem absorpcji $wiatla w zakresie §redniej podczerwieni przez czasteczki
fosfolipidow, np. dipalmitoilofosfatydylocholina (DPPC) jest zbiér pasm drgan nor-
malnych w zakresie od 4000 do 700 cm ™. Rysunek 1 przedstawia widmo FTIR-ATR
dwuwarstw DPPC w postaci suchego filmu wraz z przypisaniem pasm, ktérych
przewazajaca wigkszo$¢ stanowi powszechnie uzywanie markery zmian struktural-

nych badnych bton lipidowych.
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Rysunek 1.~ Widmo FTIR-ATR suchego filmu DPPC o pH 8 zarejestrowane w temperaturze 25°C
Figure 1. FTIR-ATR spectrum of the dry DPPC film at pH 8 and 25°C

Drgania rozciagajace apolarnych tancuchéw weglowodorowych tj. grup mety-
lenowych i metylowych, wystepuja w rejonie wysokoczestosciowym od 3100 do
2800 cm™". Pasma drgan rozciagajacych grupy metylenowej (v(CH,)), charakteryzuja
sie najwyzszg intensywnoscig z po$réd wszystkich pasm fosfolipidu i lezg przy okoto
292012850 cm ™', odpowiednio dla drgania v _(CH,) i v(CH,). Parametry spektralne
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tych pasm jak potozenie i ksztalt, silnie korelujg z rodzajem fazy liotropowej i ter-
motropowej agregatow lipidowych. Ogrzewanie dwuwarstwy powyzej temperatury
glownego przejécia fazowego prowadzi do przesuniecia pasm v, (CH,) w strong
wyzszych liczb falowych i do ich wyraznego poszerzenia w wyniku wzrostu liczby
konformacji gauche wzduz wigzan C-C tancuchéw alkilowych budujacych czasteczki
lipidowe. Pasma drgan grup metylowych wystepuja przy okoto 2956 cm™ (v, (CH,))
i 2870 cm™ (v(CH,)). Sa to pasma o malej intensywnosci, przez co ich analiza
jest utrudniona. Ponadto, rozklad pasm wystepujacych w rejonie wysokoczestos-
ciowym (Rys. 2) pozwala na ujawniemie dwoch dodatkowych pasm, tj. RFv (CH,)
i RFv(CH,) lezacych odpowiednio przy 2934 i 2900 cm™ i bedacych wynikiem
rezonansu Fermiego (RF) pomiedzy pierwszym nadtonem drgania § (CH,) i drgan
v(CH,) oraz v (CH,) [7]. Polozenie pasm RFv (CH,) i RFv(CH,) silnie zalezy od
natury dwuwarstw lipidowych, tj. sktadu chemicznego, stopnia uwodnienia i fazy
termotropowej blony lipidowej [8].
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Rysunek 2. Dekonwolucja pasm wystepujacych w zakresie 3000-2800 cm™ dla dwuwarstw DPPC o pH 8
w postaci suchego filmu
Figure 2. Deconvolution of bands in the range of 3000-2800 cm™ for the DPPC dry film at pH 8

Drgania deformacyjne grup CH, i CH, daja pasma lezagce w obszarze
1500-1190 cm ™. Z posréd drgan zginajacych grupy CH, nalezy wyr6zni¢ drgania:
nozycowe (8(CH,)), wachlarzowe (w(CH,)) oraz kotyszace (y(CH,)). Pasma pocho-
dzace od 6(CH,) i y(CH,) dominuja odpowiednio w zakresach 1480-1465 cm’™
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1720-730 cm ™. Ich potozenie i liczba odzwierciedlajg site oddziatywan miedzytan-
cuchowych i dostarczajg informacji o upakowaniu fancuchéw weglowodorowych
w hydrofobowej czgsci blon lipidowych. Rysunek 3 przedstawia widma IR w zakre-
sie pasma drgan 0(CH,) zawiesiny liposoméw DPPC zarejestrowane w funkgji
temperatury. W miare wzrostu temperatury uktadu, pasmo drgan §(CH,) przesuwa
sie w strone nizszych liczb falowych w wyniku zmiany symetrii upakowania blony
DPPC z heksagonalnej do zaburzonej heksagonalnej. Natomiast, wzrost tempera-
tury powoduje przesuniecie pasma drgan y(CH,) w strong przeciwng tj. w kierunki
wyzszych liczb falowych [8, 9].

Seria pasm drgan w(CH,) wystepuje w przedziale liczb falowych od 1370 do
1190 cm™ [8, 9]. Ich liczba koreluje z konformacja i iloécig grup CH, budujacych
tancuchy weglowodorowe czasteczek lipidowych. Dla fosfatydylocholin z uporzad-
kowanymi lancuchami mirystynowymi w konformacji all-trans pierwsze z sze-
$ciu pasm progresji pojawia sie przy 1325 cm™ a ostatnie przy 1204 cm™'. Nalezy
podkreslié, ze pasma te silnie pokrywaja sie z pasmem drgan v _(PO,) [8].
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Rysunek 3. Widma FTIR-ATR w zakresie pasma drgan §(CH,) uwodnionego filmu DPPC o pH 8 zarejestro-
wane w funkgji temperatury od 25 do 66°C

Figure 3. FTIR-ATR spectra in §(CH,) band range of the hydrated DPPC film at pH 8 collected from 25 to
66°C



BADANIA FTIR-ATR I FLUORESCENCYJNE UKLADOW BIALKOWO-LIPIDOWYCH 117

W przypadku wysokotemperaturowych faz termotropowych bton lipidowych,
drgania wachlarzowe grup CH, dajg takze pasma lezace powyzej 1330 cm™. Ich
polozenie odzwierciedla miejsce wystgpowania konformacji typu gauche w fancu-
chu weglowodorowym. Konformacja gauche znajdujgca si¢ przy terminalnej grupie
CH, (ang. end gauche) daje pasmo przy okolo 1340 cm™. Z kolei, pasmo sekwencji
gauche-gauche (ang. double gauche) znajduje si¢ okoto 1350 cm™. W przypadku,
gdy dwie formy gauche oddziela konformacja trans (gauche-trans-gauche, gtg)
powstaje zgiecie (ang. kink) tancucha alkilowego, ktéremu odpowiada pasmo przy
~1370 cm™ [8]. Pasmo potozone przy ~1378 cm™' jest rezultatem symetrycznego
drgania deformacyjnego (8 (CH,), ang. methyl umbrella) koncowych grupy CH,
tancucha alifatycznego, za$, pasmo pochodzace od jego asymetrycznego odpowied-
nika (8, (CH,)) jest potozone przy okolo 1460 cm™. Poniewaz, absorbancja drgania
0,(CH,) jest niewrazliwa na konformacje tanicucha, jego pasmo jest czesto stosowne
jako standard wewnetrzny do normalizacji intensywnosci sgsiednich pasm drgania
w(CH,) [8].

Pasmo pojawiajgce si¢ na widmie fosfatydylocholin w zakresie 1750-1700 cm™
pochodzi od drgan rozciggajacych grupy estrowej. Polozenie i liczba skladowych
tego pasma silnie zalezg od sasiedztwa grup polarnych i liczby utworzonych wigzan
wodorowych. W przypadku dwuwarstwy w postaci suchego filmu, rozklad pasma
¥(C=0) odstania dwie sktadowe z maksimum przy 1742 i 1725 cm™". Pierwsza skla-
dowa odpowiada drganiu grupy C=0 lancucha tluszczowego w konformacji sn-1
znajdujacej sie blizej hydrofobowych obszaréw zajmowanych przez fancuchy weglo-
wodorowe. Natomiast, drugie pasmo skladowe odpowiada grupie C=0 lancucha
tluszczowego w konformacji sn-2 ulokowanej w sasiedztwie fragmentu fosforano-
wego czedci polarnej dwuwarstwy [4, 6, 11, 12]. Pomimo wielu badan dotyczacych
pasma drgan v(C=0) uwodnionej dwuwarstwy lipidowej, jego analiza jest wcigz
tematem otwartym. Blume i wspoélpracownicy [13] oraz Lewis i wspotpracownicy
[14], ktérzy zastosowali izotopowe podstawienie '*C/*°C do badani nad konturem
pasma grupy C=0O dla uwodnionych dwuwarstw DPPC, zréznicowali skladowe
pasma v(C=0) ze wzgledu na liczbe utworzonych wigzann wodorowych z polarnymi
czasteczkami. Subpasmo przy wyzszych liczbach falowych (Rys. 4A) odpowiada
drganiu grupy C=0 cechujacej si¢ stabyszymi i lub mniej licznymi kontaktami z cza-
steczkami wody. Natomiast subpasmo przesunigte w strone nizszych liczb falowych
pochodzi od drgan grupy C=0 zaangazowanej w wigksza liczbe wigzan wodorowych
z polarnymi czgsteczkami wody. Przejscie z fazy zelowej do fazy ciektokrystaliczne;j
blony lipiodwej wigze si¢ ze zmniejszeniem populacji pasma przy wyzszych liczbach
falowych na rzecz pasma przy nizszych liczbach falowych, co skutkuje przesunie-
ciem calej obwiedni pasma eksperymentalnego w strone dalekiej podczerwieni.
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Rysunek 4.  Widmo FTIR-ATR w zakresie pasma drgan v(C=0) uwodnionych filméw DPPC o pH 8 w fazie
zelowej
Figure 4. FTIR-ATR spectra in the range of ¥(C=0) band of the hydrated DPPC film at pH 8 in a gel phase

Pasma drgan v(COC) antysymetryczne i symetryczne wystepuja odpowiednio
przy 1180 i 1075 cm™ [15]. Pasmo drgan v _(COC) czesto ulega rozszczepieniu na
dwie sktadowe z maksimum przy 1190 i 1170 cm™" pochodzace od absorpcji grup
C-0O-0 w poszczegdlnych tancuchach sn-1 1 sn-2 [7, 15]. Binder i wspdtpracownicy
[16] sugeruja, Ze zmiany w obrebie tych pasm s3 zwigzane ze wzrostem uwodnienia.

Najbardziej rozpoznawalnymi pasmami drgan czesci polarnej fosfolipidowych
blon lipidowych sg pasma pochodzace od grupy fosforanowej. Asymetryczne i syme-
tryczne drgania grupy  dajg pasma odpowiednio w zakresach: 1255-1225 cm™
(v,(PO,))i1095-1085 cm™ (v,(PO,)) [15]. Podobnie jak w przypadku pasma drgan
v(C=0), réwniez pasmo drgan v_(PO,) wykazuje duzg wrazliwo$¢ na zmiane polar-
nosci otoczenia i mozliwo$¢ oddzialywania poprzez wigzanie wodorowe. Podczas
uwadniania dwuwarstwy lipidowej maksimum pasma drgania v_(PO,) przesuwa
sie w strone nizszych liczb falowych co jest nastepstwem zwiekszania populacji
lipidowych grup fosforanowych oddziatujacych z czasteczkami wody. Rysunek 5
pokazuje zalezno$¢ miedzy stopniem uwodnienia dwuwarstw DPPC a polozeniem
pasma v_(PO,). Ponadto, Lee i Chapman [17] wykazali, ze w przypadku uwod-
nionych dwuwarstw DPPC polozenie pasma drgan v (PO,) nie ulega zmianie
w trakcie gléwnego przejscia fazowego. Jest to spowodowane wysyceniem wigzan
wodorowych przez grupe fosforanowy juz w fazie zelowej blony, gdzie mamy juz
do czynienia z utworzeniem pelnej powloki hydratacyjnej. W konsekwencji dal-
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sze uwodnienie blony lipidowej podczas przejscia do fazy ciektokrystalicznej nie
wplywa na wladciwosci spektralne dragn grupy PO, Natomiast, polozenie pasma
pochodzacego od drgania v (PO,) przede wszystkim odzwierciedla zmiany konfor-
macji fragmentu fosforanowego [18].
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Rysunek 5. Widma FTIR-ATR w regionie asymetrycznych drgan grupy PO, dla dwuwarstw DPPC o pH 8
w postaci suchego (kolor niebieski) i uwodnionego filmu (kolor czerwony)

Figure 5. FTIR-ATR spectra of asymmetric vibrations of PO, groups of DPPC bilayers at pH 8, in dry (blue
color) and hydrated film (red color)

Ponadto, fragment C-O-P-O-C czeéci fosforanowej czasteczki lipidu daje
pasma przy okolo 1145, 1120, 1055 i 985 cm™'. Dwa pierwsze pochodzg od drgania
rozciggajacego wigzania pomiedzy atomem tlenu i wegla polaczonego w pierwszym
przypadku z czeécig cholinowg (C°), a w drugim z fragmentem glicerynowym (C°).
Dwa kolejne pasma naleza do drgania wigzania P-O od strony grupy cholinowe;j
(v(P-O(C%))) i glicerynowej (v(P-O(C%))) [15].

Pasma drgan grupy cholinowej tworzacej najbardziej zewnetrzng czes$¢ blony,
wystepuja w trzech rejonach widma FTIR. W zakresie od 3050 do 3000 cm™ pojawia
si¢ mato intensywne pasmo pochodzace od drgan v, (CH,) , , Podczas uwodnienia
suchego filmu, pasmo to przesuwa si¢ w kierunku dtuzszych fal na skutek ostabienia
oddzialywania miedzy cholinowa grupa metylowa i grupg fosforanowa [12]. Pasma
drgan § _(N"(CH,)) i 6 (N"(CH,)) wystepuja w sasiedztwie pasma drgan 6(CH,),
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odpowiednio przy 1485 cm™ i 1405 cm™". Natomiast, pasma drgan v_(C-N*(CH,))
iv(C-N*(CH,)) wystepuja przy 970 cm ™' i 920 cm ™' [15].

1.2. WIDMO FTIR-ATR BIALEK

Jedna z najcze$ciej stosowanych metod w badaniach nad strukturg i dynamika
bialek jest spektroskopia w podczerwieni, ktora pozwala na rejestracje widm biatek
nie tylko w metnych zawiesinach, ale réwniez w $rodowisku dwuwarstwy lipido-
wej. Wymienione zalety czynig technike FTIR szczegdlnie przydatng w poznawaniu
mechanizméw proceséw zachodzacych na poziomie bton biologicznych, stanowia-
cych uklady biatkowo-lipidowe [4].

Naswietlenie probki biatka promieniowaniem z zakresu $redniej podczerwieni,
wzbudza drgania grup amidowych taficucha polipeptydowego oraz reszt aminokwa-
sowych, ktorych charakterystyczne czestosci dla licznych grup bialek i peptydéw sa
opisane w literaturze [19, 20].

Drgania grup szkieletu polipeptydowego sa powszechnie charakteryzowane
na podstawie drgan wzrorca, tj. N-metyloacetamidu, najmniejszej czasteczki posia-
dajacej grupe amidowg w konformacji trans. Jesli przyjmiemy za masy punktowe
grupy metylowe, wowczas otrzymamy 6-atomowy uklad, ktéry powinien wykony-
wac 12 drgan normalnych (9 drgan amidowych i 3 drgania szkieletowe) [19]. Rysu-
nek 6 przedstawia 5 najwazniejszych pasm amidowych na przykiadzie widma FTIR
ATR zarejestrowanego dla suchego filmu a-laktoalbuminy.
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Rysunek 6.  Widmo FTIR-ATR dla suchego filmu o laktoalbuminy przy pH 8 w temperaturez 25°C
Figure 6. FTIR-ATR spectrum in of a laktalbumin dry film at pH 8 and 25°C
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Tabela 1. Charakterystyka pasm amidowych wystepujacych na widmie przedstawionym na Rysunku 6

Table 1. Characteristics of the amide bands present in the spectrum shown in Figure 6
Przyblizone polozenie (cm™) Symbol pasma amidowego Przypisanie [2, 19]
~3300 A v(NH) w rezonansie Fermiego
~3100 B z I nadtonem drgania Amid II
1610-1695 I (C=0)
1480-1575 11 S(NH) & v(CN)
1220-1320 111 Y(CN) & §(NH)

Pasma Amid A i B (Tab. 1) sg najbardziej przesunietymi pasmami w strone
bliskiej podczerwieni. Pochodzg od drgania rozciagajacego grupy NH sprzezonego
rezonansem Fermiego z pierwszym nadtonem drgania Amid II. Polozenie pasma
Amid A zalezy od sily oddziatywania wodorowego grupy NH i lezy w przedziale od
3310 do 3270 cm ™. Z kolei, pasmo Amid B potozone jest w zakresie 3100-3030 cm ',
jednak z powodu niskiej intensywnosci jest zwykle pomijane w analizach [19].

W zakresie liczb falowych 1610-1695 cm™, wystepuje pasmo Amid I z dominu-
jacym wkladem od drgania v(C=0). Pozostale znacznie mniejsze wkiady pochodza
od drgan: v(CN), §(CCN) i 6(NH) w plaszczyznie wigzan. Analiza pasma Amid
I odgrywa kluczowg rol¢ w okresleniu rodzaju struktury drugorzedowej biatka
(Tab. 2). W obrebie pasma Amid I wystepuje szereg pasm skladowych, ktére mozna
wyodrebni¢ stosujac dekonwojucje Fouriera lub metode fitowania [19]. Ich poloze-
nie niemal wylgcznie zalezy od sily wigzania wodorowego spinajacego poszczegolne
elementy struktury drugorzedowej (Tab. 2) Podczas okre$lania wkladu struktury
B-kartki do struktury bialka, nalezy uwzgledni¢ réwniez fakt, ze drganie v(C=0)
cechuje wysoki molowy wspdtczynnik absorpcji, ktéry podwyzsza jego aktywnosé
spektralng [19].

Tabela 2. Polozenie sktadowych pasma Amid I odzwierciedlajace rodzaj struktury drugorzedowej biatka
[2]. 1Warto$ci molowego wspdtczynnika absorpcji wyznaczono wzgledem wewnetrznego stan-
dardu TSPA [21].

Table 2. The position of amide component band and correlated types of protein secondary structure [2]
1Values molar absorption coefficient was determined relative to the internal standard TSPA [21]

Przyblizone polozenie (cm™) Rodzaj struktury drugorzedowej MOlZE;eO‘:;SS?E c[;)llr]miki
1675-1695 antyrownolegta f3-kartka
(sktadowa wysokoczestosciowa)

1660-1685 B-zgigcie 1,42 +0,83
1660-1670 3, helisa

1648-1660 a-helisa 2,96 + 0,20
1652-1660 struktury nieregularne 1,61 + 0,07
16251640 (ndows miskocrstocions) 127028
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Molowe wspétczynniki

Przyblizone polozenie (cm™) Rodzaj struktury drugorzgdowej absorpci' [21]

1610-1628 forma zagregowana f-struktury

Pasmo Amid IT wykazuje takze wrazliwo$¢ na zmiany w strukturze drugorze-
dowej badanych biatek, cho¢ nie jest ono w interpretacji tak jednoznaczne jak Amid
I, gtownie z powodu wptywu drgan fancuchdéw bocznych. Pasmo Amid II pocho-
dzi gléwnie od drgania §(NH) w plaszczyznie wigzania i dgrania v(CN), natomiast
w mniejszym stopniu od drgan §(C-O) oraz v(CC) i v(NC). W zakresie liczb falo-
wych od 1400 do 1200 cm™ wystepuje pasmo Amid III, ktére jest wynikiem sprze-
zenia drgan 0(NH) i v(CN) z niewielkim wkiadem od drgan §(C-O) oraz v(C-C).
Pasmo to wykazuje mniejsze powinowactwo do konformacji tanicucha polipepty-
dowego z powodu znacznego wplywu drgan szkieletu C-C i drgan reszt aminokwa-
sowych. Trzy pasma drgania v(C-C) szkieletu leza w zakresie 1200-880 cm™ [19].

Pomimo, ze pasma Amid II i IIT wykazuja mniejsza specyficznos¢ wzgledem
przestrzennej konformacji tancucha polipeptydowego, sa réwniez stosowane do
okreslenia typu struktury drugorzedowej (Tab. 3). W przypadku badan prowadzo-
nych metoda spektroskopii w podczerwieni, analizie poddaje si¢ gtéwnie pasma
Amid Ii1II. Natomiast, podczas badan spektroskopig Ramana analizowane sg pasma
Amid IiIIL

Tabela 3. Polozenie skltadowych pasm Amid II i IIT odzwierciedlajace rodzaj struktury drugorzedowej
biatka [22]

Table 3. The position of subcomponents of Amide II and IIT bands reflects a type of the protein secondary
structure [22]

Rodzaj struktury drugorzedowej Pasmo amidowe Przyblizone polozenie (cm™)
11 1545
a-helisa - 1293, 1300-1311, 1316-1320,
1331
11 1530
B-kartka - 1223-1225, 1231-1238, 1242,
1248-1251
B-zgiecie I 1528, 1577
struktury nieregularne III 1244, 1259-1269, 1280-1290

Analiza widm FTIR wodnych roztworéw biatka moze stwarza¢ duze problemy
z powodu silnego nakladania si¢ pasm pochodzacych od drgan rozpuszczalnika
z pasmami amidowymi. W zakresie charakterystycznym dla pasm Amid A i B
wystepujg pasma drgan v, (OH) wody. Z kolei, pasmo Amid I jest zastaniane przez
silne pasmo drania §(OH) wody. W celu uzyskania widma czystego bialka nalezy
zastosowal procedure odjecia widma zarejestrowanego dla samego rozpuszczalnika
[1,2,5].
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Dodatkowo badanie struktury drugorzedowej na podstawie pasm amidowych
jest utrudnione z powodu wystepowania w ich zakresach pasm drgan fancuchéw
bocznych. Oszacowano, ze 10-30% catkowitej absorpcji wystepujacej w zakresie
liczb falowych od 1610-1700 cm™ pochodzi od drgan tacuchéw bocznych. Sg to
przede wszystkim pasma drgan v(C=0) grupy Gln i Asn oraz v, (CN,H.) grupy
Arg [20]. Jednak, analiza pasm reszt aminokwasowych, moze takze dostarczy¢ waz-
nych informacji o mechanizmach reakcji, w ktorej badane biatko jest zaangazowane.
Zakresy charakterystyczne dla reszt aminokwasowych bialek zostaly szczegétowo
omoOwione w literaturze [20].

2. SPEKTROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Badania nad strukturg i dynamikg ukladéw biatkowo-lipidowych mozna takze
przeprowadzi¢ stosujac metode spektroskopii fluorescencyjnej, ktora dostarcza
informacji o lokalnym otoczeniu fluoroforéw. Fluorofory to czasteczki lub grupy
atomow, ktore po wzbudzeniu fluoryzuja, czyli emitujg promieniowanie z najniz-
szego oscylacyjnego poziomu pierwszego elektronowego stanu wzbudzonego. Flu-
orofory mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza z nich obejmuje tzw. fluorofory
wewnetrze, czyli takie, ktore wystepuja naturalnie w badanej czasteczce, np.: aroma-
tyczne reszty aminokwasowe bialek. Natomiast, druga grupe stanowig fluorofory
zewnetrzne, ktore sg stosowane w badaniach préobek niefluoryzujacych takich jak
blony lipidowe [23].

2.1. WEWNETRZNA FLUORESCENCJA BIALEK

Peptydy i biatka wykazuja wewnetrzng (inherentng) fluorescencje, ktora
pochodzi od trzech aromatycznych reszt aminokwasowych: tryptofanu, tyrozyny
i fenyloalaniny. Dominujacy wktad w emisje biatka pochodzi od tryptofanu, kto-
rego wspolczynnik absorpcji ma najwieksza wartos¢ z posréd wymienionych wyzej
aminokwaséw. Dodatkowo, energia zaabsorbowana przez tyrozyne i fenyloalanine
jest czesto przenoszona do tryptofanu. Aminokwas ten charakteryzuje si¢ takze naj-
dluzszg linig wzbudzenia, co pozwala na jego selektywne wzbudzenie dtugoscia fali
réwng lub wieksza od 295 nm [23, 24].

Absorpcji promieniowania z zakresu 260-300 nm towarzysza elektronowe
przejscia absorpcyjne pomiedzy orbitalami 7->7* w obrebie pierscienia indolowego
tryptofanu oznaczane symbolami 'L, i 'L, [23, 25, 26] zgodnie z nomenklaturg
zaproponowang przez Platt’a [27]. Ich wektory sa zorientowane prostopadle wzgle-
dem siebie jak przedstawia Rysunek 7.
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Rysunek 7. Struktura tryptofanu wraz z elektronowym przejsciem absorpcyjnym pierscienia indolowego
Figure 7. The structure of tryptophan with electron transition absorption of the indole ring

Widmo emisji tryptofanu jest bardzo wrazliwe na tworzenie wigzan wodoro-
wych do grupy iminowej. W rozpuszczalnikach niepolarnych, np. w cykloheksanie,
pasmo emisji tryptofanu jest niemal odbiciem lustrzanym pasma absorpcji przejscia
'L,. W przypadku rozpuszczalnikow polarnych, np. etanolu, pasmo emisji wykazuje
cechy pasma absorpcyjnego przejécia 'L. Powodem tego efektu, jest fakt, ze duzy
wplyw na przejécie 'L, ma polarnoé¢ rozpuszczalnika, ktére obniza poziom jego
stanu energetycznego. W cykloheksanie, dominuje przejécie 'L,, poniewaz jego stan
ma nizsza energie¢ w poréwnaniu z 'L_[23, 25, 28].

Podobna zalezno$¢ miedzy emisjg Trp a polarno$cig jego otoczenia ma miej-
sce w przypadku wodnych roztworéw bialek. Gdy taiicuch boczny tryptofanu jest
zamkniety wewnatrz czasteczki w tzn. hydrofobowym pudle, utworzonym przez
apolarne reszty aminokwasowe, polozenie i struktura jego pasma emisyjnego jest
zdominowana przez wkiad od przejécia 'L,. Wraz ze wzrostem polarnosci otocze-
nia Trp, np. w wyniku ekspozycji na czasteczki wody lub polarne tancuchy boczne,
pasmo emisji Trp przesuwa sie w kierunku dluzszych fal (ang. red-shift effect). Nalezy
jednak podkresli¢, ze w przypadku biatek wielo-tryptofanowych obserwowana flu-
orescencja obrazuje usrednione warunki otoczenia wszystkich reszt tryptofanowych
[23, 26, 29].

Burstein i wspdtpracownicy przedstawili model stanéw dyskretnych Trp wraz
z pigcioma najbardziej prawdopodobnymi formami spektralnymi [23, 26, 29, 30]:

« Klasa A (A__ =308 nm)odpowiada fluoroforowi w izolowanym hydrofobo-
wym wnetrzu czgsteczki biatka, bez mozliwosci tworzenia wigzan wodoro-
wych.

o Klasa S (A, =316 nm) obejmuje reszty Trp w apolarnym wnetrzu biatka,
ktore tworza eksipleksy w stechiometrii 1:1.

o KlasaI(A_ = 330-332 nm) reprezentuje reszty Trp w apolarnym wnetrzu
bialka, zdolne do formowania eksiplekséw w stechiometrii 2:1.

+ Klasa I (A= 340-342 nm) obejmujg reszty Trp czesciowo wyekspono-
wane w kierunku polarnego rozpuszczalnika lub innych polarnych reszt
aminokwasowych.

+ Klasa IIT (A= 350-353 nm) zawiera calkowicie wyeksponowane reszty
Trp, otoczone przez wysoce mobilne czasteczki wody generujace efekt
relaksacji rozpuszczalnikowej, co skutkuje przesunieciem maksimum emisji
w kierunku dtuzszych fal.
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Intensywno$¢ fluorescencji tryptofanu, podobnie jak polozenie jego mak-
simum, jest réwnie czesto monitorowane w badaniach nad zmianami struktural-
nymi biatek wywolanych, np. zmiang pH czy oddzialtywaniem z blong lipidows.
Trp ukryty we wnetrzu natywnej czasteczki biatka moze znajdowac sie w kontakcie
z resztami aminokwasowymi, ktére powoduja gaszenie statyczne jego fluorescen-
cji [31]. Chen i wspodtpracownicy [32] sklasyfikowali reszty aminokwasowe w dwie
grupy wedlug mechanizmu bezpromienistej dezaktywacji stanu wzbudzonego. Naj-
bardziej powszechnym procesem jest przeniesie elektronu w stanie wzbudzonym
(ang. excited-state electron transfer) katalizowane przez grupy: amidowg reszt glu-
taminowych i asparginowych, karboksylowa reszt kwasow glutaminowego i aspa-
raginowego, tiolowa cysteiny i imidazolowg histydyny. W tej klasie gaszenie moze
wystapi¢ nawet przy odlegtosci powyzej 10 A. Drugim mechanizmem bezpromieni-
stym dezaktywacji stanu wzbudzonego jest przeniesienie protonu (ang. excited-state
proton transfer). W ten proces zaangazowane s3 grupy —-NH, i ~-OH reszt lizyny
i tyrozyny, ktére znajduja sie w odlegloéci nie wiekszej niz 8 A od pierscienia indo-
lowego [33, 34].

Ponadto, gaszenie moze nastepowaé pomiedzy resztami tryptofanéw odda-
lonych nawet o 16 A przez wzajemne fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie
energii oznaczane jako homo FRET (ang. homo-fluorescence resonance energy
transfer) [23, 31, 5]. Co wigcej, oslabienie fluorescencji moze nastgpowac poprzez
oddzialywanie NHeeer ilekro¢ reszty fenyloalaniny lub tyrozyny znajda si¢ w odle-
glosci mniejszej niz 7 A od tanicucha bocznego tryptofanu [36, 37].

2.2. Efekt czerwonego przesuniecia fali wzbudzenia

Efekt czerwonego przesuniecia fal wzbudzenia (ang. red edge excitation
shift, REES) obserwowany jest gtéwnie w przypadku aromatycznych fluoroforéow
w polarnych roztworach o duzej lepkosci lub w skondensowanych fazach. Polega on
na przesunieciu maksimum fluorescencji w kierunku diuzszy fal na skutek wzrostu
dtugosci linii wzbudzenia [37, 38], co jest przyktadem odstepstwa od reguly Kashy
[23, 39]. U podstaw efektu REES lezy zmiana oddzialywania fluorofor rozpuszczal-
nik w podstawowym i wzbudzonym stanie, ktéra wymusza reorientacje czasteczek
rozpuszczalnika wokot wzbudzonego fluorofora [23, 37-39].

Tory oraz Merrill [38] wyjasnili efekt czerwonego przesuniecia na podstawie
dwustanowego modelu relaksacji rozpuszczalnikowej. Wzbudzenie ukladu w mak-
simum absorpcji powoduje przejscie fluoroforu do stanu wzbudzonego E. Jesli
w trakcie jego trwania nie nastgpi reorientacja czasteczek rozpuszczalnika w otocze-
niu fluoroforu, emisja zachodzi ze stanu wzbudzonego F. Natomiast, jesli dojdzie do
reorientacji wowczas energia stanu wzbudzonego F moze ulec obnizeniu do stanu
wzbudzonego R. Czas tej relaksacji jest zdeterminowany przez nature oddziatywa-
nia fluorofor rozpuszczalnik oraz przez szybkos¢ z jaka to oddzialywanie jest mody-
fikowane przez moment dipolowy nowego stanu wzbudzenia.
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W wyniku wzbudzenia uktadu do stanu F i R odpowiednio promieniowaniem
o dtugosciach fali A, i A, przy relacji A, >> A, emisja moze nastapi¢ wedlug trzech
mechanizméw w zaleznosci od wlasciwosci rozpuszczalnika. W przypadku, gdy
fluorofor znajduje si¢ w otoczeniu czasteczek rozpuszczalnika o niskiej lepkosci
lub w podwyzszonej temperaturze, czas zycia staniu wzbudzonego F jest znacznie
dluzszy od czasu reorientacji czasteczek rozpuszczalnika. W tej sytuacji, czasteczki
rozpuszczalnika ulegaja przeorganizowaniu zanim nastgpi fluorescencja, a obser-
wowana emisja nie zalezy od dlugosci fali wzbudzenia. W konsekwencji, pasma
emisji ze stanu F jak rowniez ze stanu R lezg przy tej samej diugosci fali A,

W warunkach poséredniej lepkosci rozpuszczalnika lub temperatury, czas zycia
stanu wzbudzonego jest porownywalny z szybkoscig relaksacji rozpuszczalnika.
W tych okoliczno$ciach, wzbudzenie promieniowaniem o wyzszej energii prowadzi
do fluorescencji zaréwno ze stanu F jak i ze stanu R, co skutkuje wyraznie poszerzo-
nym pasmem z maksimum pomiedzy A, a A,.

Gdy fluorofor znajduje si¢ w rozpuszczalnikach o duzej lepkosci lub w niskich
temperaturach, szybkos¢ fizycznej reorientacji dipoli rozpuszczalnika drastycznie
maleje i jest znacznie diuzsza od czasu zycia stanu wzbudzonego F. W tym przy-
padku, po wzbudzeniu ukladu promieniowaniem o dtugosci A, nie nastgpuje relak-
sacja do stanu R i fluorescencja nastepuje z wyzej energetycznego stanu F. Z tej
przyczyny, pasmo emisji przesuwa si¢ w kierunku krétszych fal (ang. blue-shift).
Natomiast, naswietlenie uktadu promieniowaniem o nizszej energii (Ex(R)) powo-
duje fotoselektywne wzbudzenie tylko tej czesci populacji fluoroforéw, w sasiedz-
twie ktdrych orientacja dipoli rozpuszczalnika obniza réznice energetyczng miedzy
stanem podstawowym i wzbudzonym. W zwiazku z tym, ich pasma absorpcji i emi-
sji sg przesuniete w strone diuzszych fal i obserwujemy efekt REES.

Sledzenie efektu czerwonego przesuniecia fali wzbudzenia daje mozliwosé
monitorowania lokalnego srodowiska i dynamiki fluoroforu [31]. Dostarcza infor-
macji o wzglednej dynamice relaksacji czasteczek rozpuszczalnika np. wody, ktdra
jest ,optycznie cicha” w tej technice pomiarowej. Jest to szczegdlnie istotne w bada-
niach nad ukladami biologicznymi, gdzie hydratacja odgrywa kluczowa role w wielu
procesach biologicznych w tym faldowaniu biatek i ich oddziatlywaniu z btona lipi-
dowa [31, 39, 40].

2.3. SONDY FLUORESCENCY]JNE JAKO MARKERY BLON LIPIDOWYCH

Lipidy w przeciwienstwie do bialek, nie wykazujg inherentnej fluorescen-
cji [23]. Dlatego zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej w badaniach bion
lipidowych wymaga uzycia fluoroforéw zewnetrznych [41], ktore daja mozliwos¢
monitorowania mikroskopowej lepkosci, polarnosci, stopnia hydratacji jak rowniez
uporzadkowania czgsteczkowego, relaksacji rozpuszczalnikowej i potencjatu elek-
trostatycznego miejsca, gdzie znacznik jest ulokowany [42].
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Aby fluorofor mégl petni¢ role sondy fluorescencyjnej, jego emisja powinna
cechowac si¢ wysoka wydajno$cia kwantows, ktéra zapewni widmo ,,dobrej jakosci”
przy niskim stezeniu sondy. Musi takze wykazywac si¢ wysoka ,,czutoscig’, co ozna-
cza, ze zmiana wlasciwosci spektralnych znacznika koreluje z przemianami zacho-
dzgcymi w jego otoczeniu poprzez zmiany intensywnosci, polozenia maksimum
fluorescencji czy warto$ci anizotropii wzbudzenia. Ponadto, ich struktura powinna
zapewnic specyficzne rozmieszczenie w danym rejonie blony [42, 43].

Najbardziej powszechnymi sondami stosowanymi w badaniach bton lipido-
wych sg dwie pochodne naftalenu: Laurdan (6 dodekanoylo 2 dimetyloaminona-
ftalen) i Prodan (6 propionyl 2 dimetyloaminonaftalen), ktérych fluorescencja jest
niezwykle czula na zmiane polarnosci otoczenia (Rysunek 8) [44, 45]. Fluoryzuja-
cym elementem tych sond jest pierscien naftalenu, ktéry posiada moment dipolowy
postaly w wyniku cz¢sciowej separacji fadunku pomiedzy grupa 2 dimetyloaminowa
a 6 karbonylows, zachodzacej m.in. w satnie wzbudzonym w polarnym otoczeniu.
Podczas wzbudzenia wzrasta moment dipolowy, ktéry moze powodowac¢ reorien-
tacje dipoli polarnych czasteczek rozpuszczalnika. Energia wymagana na przeorga-
nizowanie rozpuszczalnika obniza stan wzbudzenia znacznika, co jest widoczne na
widmie jako przesuniecie maksimum emisji w kierunku dluzszych fal. Natomiast
w przeciwnym przypadku, gdy sonda znajduje si¢ w rozpuszczalniku apolarnym,
maksimum fluorescencjijest przy falach krétszych [43-45].

W blonie lipidowej polozenie maksimum emisji Laurdanu i Prodanu silnie
zalezy od stopnia uwodnienia dwuwarstwy, ktora ulega zmianie, np. podczas glow-
nego przejécia fazowego [45] (Rys. 9). W fazie zelowej, blona lipidowa jest zhydra-
towana w malym stopniu i relaksacja rozpuszczalnikowa nie zachodzi. Maksimum
pasma emisji omawianych sond w dwuwarstwie lipidowej w fazie L, wystepuje przy
~440 nm. Wzrost temperatury powoduje rozluznienie dwuwarstwy, co ulatwia
penetracje czasteczek wody w region wystepowania sondy fluorescencyjnej. Docho-
dzi wowczas do przekazania energii stanu wzbudzonego na reorientacje dipoli wody
wokot fluoroforu i pasmo jego emisji ulega przesunieciu w kierunku dtuzszych fal
[43-45]. Do ilosciowej charakterystyki przesuniecia emisji sondy fluorescencyjnej
stosowany jest parametr zwany ,,generalng polaryzacjg” [46].
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Rysunek 8.
Figute 8.

Spadek uwodnienia nomowarstwy

Laurdan

DPPC

Specyficzne rozlokowanie czgsteczek Laurdanu i Prodanu w uwodnionej monowarstwie lipidowe;j
Specific deployment of Laurdanu and Prodanu molecules in a hydrated lipid monolayer

Pomimo opisanych powyzej podobienstw, Laurdan i Prodan rdznig si¢ pod
wzgledem miejsca rozmieszczenia w blonie lipidowej. Laurdan dzieki dwunastowe-
glowemu lancuchowi alifatycznemu wbudowuje si¢ w apolarne wnetrze dwuwar-
stwy, a jego grupa fluoryzujaca znajduje si¢ wowczas na poziomie grup estrowych

lipidow.

Natomiast, krétki propylowy fancuch Prodanu uniemozliwia zakotwiczenie

sondy w czesci hydrofobowej, i czgs¢ czasteczek Prodanu pozostaje w wodzie. Ich
pasmo emisyjne lezy w poblizu 520 nm. Dodatkowo, w poréwnaniu z Laurdanem,
Prodan jest ulokowany blizej grup fosforanowych lipidéw w bardziej polarnym oto-
czeniu. Dzieki temu jest zdolny do wykrycia subtelniejszych zmian uwodnienia cze-
$ci hydrofilowej blony spowodowanych np. przedprzejsciem lub zmiang polarnosci
wywolanej inkorporacja biatka w dwuwarstwe lipidowa [43, 45].
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Rysunek 9.  Widma emisyjne Laurdanu (A) i Prodanu (B) wbudowanego w dwuwarstwy liposoméw DPPC
w fazie zelowej (kolor niebieski) i ciektokrystalicznej (kolor czerwony)
Figure 9. Emission spectra of Laurdan (A) and Prodan (B) incorporated into a bilayer wall of DPPC liposo-

mes in the gel phase (blue color) and the liquid-crystal phase (red color)

2.4. ANIZOTROPIA FLUORESCENC]I

Anizotropia fluorescencji pozwala $ledzi¢ zmiany uporzadkowania i sztywnosci
lokalnego otoczenia fluoroforu spowodowanych procesem denaturacji, przej$ciem
fazowym lub asocjacja [23, 47, 48]. W wyniku wzbudzenia $wiatlem spolaryzowa-
nym, w wielu przypadkach emisja jest takze spolaryzowana, a jej stopien jest okre-
$lany przez anizotropie (RFL). Zrédlem anizotropii jest wystgpienie absorpcyjnego
i emisyjnego momentu przejécia wzdiuz okreslonych kierunkéw w strukturze flu-
oroforu. Pomiar anizotropii opiera si¢ na fotoselektywnym wzbudzeniu fluoroforéw
wywolanym naswietlaniem spolaryzowana wigzka. W roztworach jednorodnych
fluorofory w stanie podstawowym sg losowo zorientowane. Jesli na taki uklad pada
swiatlo spolaryzowane, wzbudzane beda preferencyjnie te fluorofory, ktérych wek-
tor momentu przejécia jest rownolegly do wektora elektrycznego promieniowania
wzbudzajacego. Relaksacja promienista moze odbywac sie poprzez emisje $wiatta
spolaryzowanego wzdluz okreslonej osi czasteczki fluoroforu [23].

Pomiar RFL wymaga uzycia dwoch polaryzatoréw: wzbudzenia i emisji umiej-
scowionych odpowiednio przed i za probka. Warto$¢ anizotropii fluorescencji
wyznacza sie stosujac nastepujacy wzor 23, 47, 48]:

I =1,

R =—1"
I +2I,

gdzie, I to intensywno$¢ fluorescencji mierzona z polaryzatorem wzbudzenia
i emisji zorientowanymi wertykalnie, I, — intensywnos¢ fluorescencji zarejestro-
wana z uzyciem polaryzatora wzbudzenia skierowanego wertykalnie, a emisji hory-
zontalnie.
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Najczesciej wystepujacym zjawiskiem, ktéry obniza zmierzong warto$¢ RFL
jest dyfuzja rotacyjna. Polega na zmianie orientacji wektora momentu przejscia
emisji podczas trwania stanu wzbudzonego. Rotacja dyfuzyjna jest uwarunkowana
sztywnoscig otoczenia wzbudzonego fluoroforu. Jesli znajduje si¢ on w $rodowisku
ograniczajacym ruchliwo$é, wowczas emisja jest takze spolaryzowana réwnolegle
do kierunku wektora elektrycznego promieniowania padajacego. Natomiast, gdy
fluorofor ma duza swobodeg rotacji i moze przeorientowywac sie wielokrotnie pod-
czas stanu wzbudzonego, to kierunek §wiatla emitowanego bedzie zrandomizowany,
a anizotropia fluorescencji bliska zeru [23]. Zatem, warto$¢ RFL odzwierciedla
wzgledne przemieszczenie sie fluoroforu w czasie trwania stanu wzbudzonego.

Z powodu przedstawionej zalezno$ci miedzy anizotropig fluorescencji a dyfu-
zja rotacyjng wzbudzonego fluoroforu, spektroskopia fluorescencyjna jest technika
chetnie stosowang w charakterystyce przemian zachodzacych w uktadach biologicz-
nych. Pomiar widma anizotropii oraz emisji fluorescencji pozwala uzyska¢ kohe-
rentny opis lokalnych zmian w wzbudzanym ukfadzie [48].

UWAGI KONCOWE

Pomiary widm FTIR-ATR pozwalaja na §ledzenie zmian strukturalnych zacho-
dzacych na trzech poziomach molekularnych bton lipidowych, tj. w rejonie wyste-
powania polarnych grup lipidowych, w hydrofobowym wnetrzu blony utworzonym
przez apolarne tancuchy weglowodorowe czgsteczek lipidowych, oraz pomiedzy
obszarem hydrofilowym i hydrofobowym reprezentowanym przez lipidowe grupy
estrowe. Z kolei, widma fluorescencyjne sa zZrédfem informacji o uwodnieniu,
sztywnosci i upakowaniu czasteczek budujacych systemy bton lipidowych. Badanie
struktur drugorzedowych czasteczek bialek i peptyddw jest domeng spektroskopii
FTIR. W zdobywaniu informacji o agregacji i foldingu bialek i peptydéw kluczowy
role pelni réwniez spektroskopia fluorescencyjna. Na podstawie analizy wynikow
z obu metod pomiarowych, uzyskuje si¢ komplementarny i spéjny obraz zmian
strukturalnych na poziomie molekularnym biatka, modelowej blony lipidowej
i mieszanych ukladéw biatkowo-lipidowych.
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